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1. RESUMEN 
El congrio colorado (Genypterus chilensis) es una especie endémica propuesta para la 
diversificación del mercado acuícola chileno. El Centro de Investigación Marina de Quintay 
(CIMARQ) muestra los primeros avances en relación al cultivo intensivo de este ejemplar. 
Desafortunadamente, uno de los principales problemas asociados al cultivo intensivo de 
peces es el estrés generado durante el desarrollo de esta actividad, siendo el estrés por manejo 
uno de los más comunes. Se ha reportado que el estrés afecta de diferentes formas la 
inmunidad de los teleósteos, lo que pone en riesgo la supervivencia de estos animales durante 
su cultivo. 
Hoy en día aún existen diversas interrogantes respecto a cómo el estrés puede afectar la 
inmunidad de los peces, y más aún en congrio colorado. Además, la información biológica 
relacionada con este teleósteo es escasa y pesar de que el primer transcriptoma de referencia 
secuenciado a partir de muestras de tejido muscular y hepático fue recientemente anotado, 
éste no entregó datos relevantes respecto a la expresión de genes asociados a respuesta 
inmune durante la respuesta a estrés. De esta manera, el objetivo de este trabajo es analizar 
la expresión diferencial de genes asociados a la regulación del sistema inmune del congrio 
colorado en respuesta al estrés por manejo. Para esto se ensambló de novo el transcriptoma 
de riñón anterior de congrio colorado, principal órgano inmunitario en peces. Este está 
conformado por 86.840 secuencias, de las cuales el 42% tiene anotación funcional. El estudio 
de expresión in silico (RNA-seq) permitió identificar 1.094 genes expresados 
diferencialmente. Se validó la expresión de algunos de éstos genes mediante RT-qPCR. El 
análisis de enriquecimiento ontológico reveló que procesos biológicos como la respuesta a 
glucocorticoides, sistema circulatorio y sistema inmune se veían enriquecidos en la condición 
de estrés, mientras que procesos relacionados con el metabolismo, especialmente el 
catabolismo y la biosíntesis de distintas moléculas como nucleótidos y aminoácidos, entre 
otras, se encontraron reprimidos. 
Los hallazgos recopilados en el presente trabajo enriquecen los conocimientos 
relacionados con el efecto que genera el estrés por manejo, una condición inherente de los 
cultivos, en la fisiología de este organismo, particularmente en su respuesta inmune. Ésta 
nueva información se podría utilizar en futuros planes de manejo para finalmente concretar 
un plan de cultivo de congrio colorado con proyecciones a largo plazo.  
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1. ABSTRACT 
The red cusk-eel (Genypterus chilensis) is an endemic species with proposed potential 
in diversifying the Chilean aquaculture industry. While the Quintay Marine Research Center 
(CIMARQ) has made initial progress in the intensive cultivation of this species. 
Unfortunately, one of the main problems associated with intensive fish farming, is the stress 
generated during the development of this activity, being the handling stress one of the most 
common. It is particularly well-known that stress can differentially affect teleost immunity, 
thus endangering animal survival during cultivation. Nevertheless, a complete understanding 
of how stress affects fish immune systems remains lacking, and this knowledge gap is even 
more marked for the red cusk-eel, a species with overall limited biological information. 
Although the first reference transcriptome sequenced from G. chilensis muscle and liver 
tissue was recently annotated, this did not provide relevant data regarding gene expressions 
associated with a stress-induced immune response. Therefore, the aim of this study was to 
analyze the differential expression of genes related to immune regulation in response to 
handling stress. For this, the transcriptome of the G. chilensis anterior kidney, the main 
immunological organ in fish, was de novo assembled. The transcriptome contained 86,840 
sequences, of which 42% were functionally annotated. In silico expression analysis through 
RNA-seq identified 1,094 differentially expressed genes, some of which were validated by 
RT-qPCR. Ontological enrichment analysis revealed that biological processes were enriched 
by stress, including the glucocorticoid, circulatory system, and immune system responses. In 
turn, processes related to metabolism were repressed, especially the catabolism and 
biosynthesis of different molecules, such as nucleotides and amino acids, among others. In 
conclusion, the obtained data provide novel knowledge related to the effects of handling 
stress, an inherent culture condition, on the physiology and immune response of the red cusk-
eel. This information could be useful for future management and long-term planning for the 
intensive cultivation of G. chilensis.  
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2. INTRODUCCION 
 
2.1. Diversificación de la acuicultura chilena 
La acuicultura en Chile es una de las principales actividades económicas del país, reporta 
aproximadamente 4.668.055 millones de dólares anuales de ganancia sin considerar plantas 
acuícolas (FAO, 2009). La acuicultura local se basa principalmente en la producción de 
salmónidos, que representan más del 95% de las exportaciones totales, ubicando a Chile 
como el segundo mayor productor de esta especie en el mundo, detrás de Noruega (FAO, 
2011). Sin embargo, producto de su cultivo excesivo, su producción no ha sido del todo 
regular, ya que se ha visto comprometida por varios brotes de infecciones. Un ejemplo de 
esto es la Anemia Infecciosa del Salmón (ISA), que afectó al país en 2007, provocando altas 
tasas de mortalidad en la mayoría de los cultivos de salmónidos, y por ende, importantes 
consecuencias negativas en la acuicultura chilena (FAO, 2008). Estos antecedentes destacan 
la importante necesidad de diversificar la producción acuícola, con el fin de disminuir su 
dependencia con respecto a los salmónidos y comenzar a explotar recursos marinos 
endémicos que aún no han sido aprovechados.  
Un candidato para diversificar nuestro mercado acuícola es el congrio colorado 
(Genypterus chilensis), especie nativa y de alta demanda gastronómica (Vega et al., 2012). 
La alta demanda por esta especie se ha extendido por décadas, teniendo como consecuencias 
la sobreexplotación del recurso y la baja en los volúmenes de desembarque de la pesca 
artesanal (Chong et al., 2009; SERNAPESCA, 2006). Esta situación ha motivado el 
desarrollo de nuevas iniciativas con miras a desarrollar el cultivo de este organismo. El 
Centro de Investigación Marina de Quintay (CIMARQ) de la Universidad Andrés Bello ha 
sido uno de los pioneros en el cultivo de congrio colorado, específicamente en el 
acondicionamiento de reproductores y producción masiva de ovas. No obstante, a pesar de 
esta iniciativa la implementación del cultivo de esta especie ha presentado varias dificultades 
que incluyen una lenta tasa de crecimiento y una alta mortalidad en etapa juvenil (Vega et 
al., 2015). El estrés gatillado por condiciones de cultivo ha sido una de las principales causas 
de mortalidad, enfermedad y baja productividad que ha enfrentado la industria acuícola 
(Davis, 2009). De esta manera las investigaciones que apunten a comprender los mecanismos 
de cómo condiciones de cultivo gatillan estrés, serán un gran aporte para mejorar la 
productividad de esta industria. 
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2.2. Estrés en teleósteos 
El estrés se puede definir como cualquier situación en la cual un estímulo biótico o 
abiótico expone a un organismo a condiciones fuera de su rango fisiológico, modificando así 
su homeostasis. El organismo, con el fin de adaptarse a estas nuevas condiciones, responde 
mediante cambios conductuales o fisiológicos (Chrousos et al., 1992). En términos generales, 
el síndrome de adaptación general (GAS) al estrés consta de 3 etapas diferentes: 1) Fase de 
alarma inicial: Se caracteriza por la síntesis de catecolaminas (CA), como la adrenalina y 
noradrenalina. Moléculas que desencadenan una serie de respuestas fisiológicas que permiten 
al individuo enfrentar o escapar de un determinado peligro; 2) Fase de resistencia: El estímulo 
estresor continúa, el organismo reduce los niveles de CA a niveles basales y comienza a 
secretar corticoesteroides (CE), principalmente cortisol, el más común y biológicamente 
activo en peces; 3) Fase de agotamiento: La situación de estrés se mantiene durante un 
periodo prolongado, teniendo como consecuencia una serie de problemas que afectan la 
fisiología del animal, pudiendo llegar a ser letales (Maule et al., 1989). Dentro de estas 3 
etapas es posible observar distintos grados de intensidad de la respuesta a estrés y en 
consecuencia distintas reacciones fisiológicas. Las dos primeras etapas del GAS al estrés 
(reacción de alarma inicial y fase de resistencia) gatillan un tipo de estrés agudo, mientras 
que la tercera etapa gatilla un tipo de estrés crónico (Chrousos et al., 1992).  
El estrés agudo se define por ser un estrés relacionado con situaciones de supervivencia 
y se caracteriza por ser un estímulo de grandes magnitudes presente en cortos periodos de 
tiempo, en cambio, el estrés crónico corresponde a un estrés de baja intensidad y presente 
por largos periodos (Takashi et al., 2008). En acuicultura se han descrito numerosas 
situaciones capaces de generar estrés en especies piscícolas y, dependiendo de su intensidad 
y durabilidad se categorizan como situaciones de estrés agudo o crónico. Ejemplo de estas 
situaciones son las condiciones medio ambientales como la temperatura, salinidad y 
concentración de oxígeno del agua. También se describen como estresores la alimentación, 
el confinamiento, transporte, captura y manejo de los individuos. Este último tipo de estrés 
es de gran preocupación para la industria acuícola. El estrés por manejo es propio de cultivos 
intensivos y se produce al manipular, ya sea manualmente o con la ayuda de redes de pesca 
a la especie en cautiverio. Diversos estudios han analizado los efectos de éste estrés a nivel 
fisiológico y molecular (Krasnov et al., 2005; Jentoft et al., 2005; Liu et al., 2014). Éstos 
estudios muestran que varios procesos biológicos se ven afectados por el estrés (Overli et al., 
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2005; Hoskonen y Pirhonen, 2006), entre ellos se destacan la disminución del crecimiento 
(Barton et al., 1987; Pickering, 1991) y la supresión de la función reproductiva (Contreras et 
al., 1998). Sin embargo, uno de los procesos biológicos más importante que se ve afectado 
por el estrés es la respuesta inmune (Einarsdoattir et al., 2001).  
 
2.3. Inmunología en teleósteos 
El sistema inmune es el principal encargado de reconocer y proteger al organismo de 
elementos extraños o no propios. La activación de la respuesta inmune en peces ocurre 
principalmente en tres órganos: timo, bazo y riñón. El riñón, específicamente el riñón 
anterior, es el principal órgano hematopoyético debido a que estos organismos carecen de 
medula ósea. Además es el principal sitio de diferenciación de eritrocitos, granulocitos, 
monocitos y linfocitos B (Fergusson, 1989). El riñón anterior también está encargado de la 
síntesis de catecolaminas y corticoesteroides como el cortisol, por ende, participa 
directamente en la respuesta a estrés (Takashi et al., 2008; Nardocci et al., 2014). 
Tanto en mamíferos como teleósteos la respuesta inmune se puede sub-clasificar en una 
respuesta inmune inespecífica/innata, y una específica/adquirida. Sin embargo, al comparar 
la respuesta inmune adquirida de los mamíferos con la de los teleósteos, encontramos que 
estos últimos constan con un repertorio más limitado de inmunoglobulinas, y con una 
respuesta de memoria inmunitaria reducida en eficacia y rapidez (Magnadóttir, 2006). 
La respuesta inmune innata consiste en una respuesta rápida e inespecífica, que da origen 
a inflamación y la fagocitosis. Ésta respuesta comienza en el mucus que recubre las 
superficies, la primera barrera de defensa del organismo, debido a que contienen una variedad 
de compuestos antimicrobianos y antiparasitarios. Éste tipo de respuesta depende en gran 
medida de factores como el sistema del complemento, la proteína reactiva C (CRP), las 
lisozimas, las lectinas como la transferrina y las citoquinas (Ourth, 1980; Sakai, 1992; 
Edagawa et al., 1993; Secombes, 1996; Arason, 1996; Takashi et al., 2008).  Las citoquinas 
son componentes fundamentales del sistema inmune, debido a que están involucradas desde 
el inicio de la repuesta defensiva inespecífica (inmunidad innata) hasta el término de la 
respuesta defensiva específica (inmunidad adaptativa) (Secombes et al., 2001). Estas 
proteínas son capaces de influir en la síntesis y efectos de otras citoquinas, su acción puede 
ser local o sistémica. Se ha reportado que las citoquinas están involucradas en la regulación 
positiva y negativa del proceso de inflamación, en la regulación de la migración de células 
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tanto en condiciones inflamatorias como de homeostasis, en el control de la expansión y 
diferenciación de ciertas células, además son esenciales para la defensa contra patógenos 
intracelulares. Asimismo, las citoquinas para inducir efectos biológicos se deben unir a 
receptores de membrana específicos en células blanco (Savan y Sakai, 2005). En la 
actualidad, hay varias citoquinas descritas en peces teleósteos, no obstante, todavía es 
necesario el estudio de los mecanismos y funciones que éstas tienen en peces, que parecen 
ser diferentes a las descritas en mamíferos (Huising et al., 2006). 
La inmunidad innata se caracteriza por la acción de diversos tipos celulares, como células 
NK (natural killer) o células citotóxicas inespecíficas (non-specific cytotoxic cells, NCC) y 
las células fagocíticas (Takashi et al., 2008). Las células fagocíticas se componen por 
granulocitos y macrófagos. Dentro de los granulocitos, se destacan los neutrófilos, debido a 
que son los más abundantes y los primeros en llegar al sitio de infección o tejido dañado, 
siendo su rol primario fagocitar y erradicar principalmente bacterias (Faurschou y 
Borregaard, 2003). Por otro lado, los macrófagos son células encargadas de erradicar 
patógenos parasitarios, fúngicos, bacteriales y virales (Wynn et al., 2013). Esto es posible 
por medio de un gran repertorio de proteínas de transmembranas e intracelulares que 
permiten el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs). 
Ejemplos de proteínas que reconocen PAMPs son los receptores tipo Toll (TLRs) y NOD 
(NLRs) (Bautista y Mosqueda, 2005). 
Por otra parte, la respuesta inmune adquirida corresponde a una respuesta más lenta e 
involucra una compleja red de células especializadas, proteínas y mensajeros bioquímicos 
que proveen las señales necesarias para hacer frente de manera específica al antígeno con el 
fin de generar una “memoria inmunitaria” (Takashi et al., 2008). En este tipo de respuesta el 
factor más importante está representado por los anticuerpos o inmunoglobulinas. Éstas 
glicoproteínas son sintetizadas por los linfocitos B y componen entre un 40-50% de las 
proteínas presentes en el suero (Tizard, 1992). La producción de anticuerpos consiste en 
recubrir al antígeno ya identificado en una exposición anterior, para facilitar su detección y 
su posterior fagocitación (Swain et al., 2006).  
A nivel celular, se encuentran los linfocitos T, células capaces de diferenciar en distintos 
subconjuntos con funciones específicas. Dentro de esta categoría están las células T 
citotóxicas (Tc) (Utke et al., 2007), capaces de lisar células extrañas o infectadas por contacto 
directo mediante el reconocimiento del MHC I. Otro subconjunto son las células T 
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colaboradoras o helper (Th), capaces de diferenciarse en linfocitos T helper de tipo 1 (Th1) 
o de tipo 2 (Th2). Sin embargo, este tipo celular ha sido difícil de caracterizar en peces, 
debido a la carencia de herramientas para su reconocimiento celular y molecular (Fischera et 
al., 2013). En mamíferos se ha descrito que este tipo celular al interactuar con las células 
presentadoras de antígenos como las células dendritas, por medio del complejo MCH II, 
comienzan a secretar citoquinas con el fin de modular de manera positiva o negativa la 
respuesta inmune, ya sea activando o inhibiendo las células citotóxicas y la producción de 
anticuerpos para un antígeno específico, reconocido en exposiciones anteriores (Tort, 2011). 
Además, los linfocitos T, al igual que los linfocitos B, al ser activados por un determinado 
antígeno pueden generar células de memoria. Estas células de memoria permanecen en un 
estado de latencia hasta un nuevo encuentro con el antígeno, conduciendo a una producción 
más rápida y pronunciada de estas células tras una exposición secundaria al mismo antígeno 
(Sommerset et al., 2005)  
 
2.4. Estrés y su efecto en respuesta inmune de teleósteos 
Dependiendo del tipo de estrés (agudo o crónico) se producen diferentes respuestas en el 
sistema inmune. El estrés agudo provoca una activación del sistema inmune, incrementando 
la producción de proteínas de la fase aguda como lisozima y proteína C3 (Demers y Bayne, 
1997; Sunyer y Tort, 1995), asmismo aumenta la liberación de hormonas o péptidos que son 
almacenados o producidos en un corto periodo de tiempo como las citoquinas, especialmente 
IL1-β e IL-6 en mamíferos (Tort., 2011) (Steptoe et al., 2007). Además, una inmuno 
protección efectiva requiere el reclutamiento de células inmune en el sitio de infección o 
daño. Se ha reportado que en teleósteos el estrés agudo aumenta el número de y capacidad 
de infiltración de neutrófilos, y macrófagos principalmente (Dhabhar et al., 2008). Por el 
contrario, el estrés crónico en peces puede originar un aumento de susceptibilidad a 
enfermedades y patógenos. Debido a éste fenómeno se han producido importantes pérdidas 
en el sector acuícola (Tort, 2011). Se ha reportado que el estrés crónico en teleósteos es capaz 
de inhibir la quimiotaxis, fagocitosis en macrófagos y la actividad pro-oxidativa de los 
leucocitos en el riñón anterior de la dorada (Sparus aurata) (Wang y Belosevic, 1995) 
(Esteban, et al., 2004). Se ha reportado que en el salmón del atlántico (Salmo salar) es capaz 
de aumentar la apoptosis de macrófagos e inhibir la producción de citoquinas 
proinflamatorias como IL-1B, TNF-α, IL-12 y la actividad INOS (Saeij et al., 2003) 
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(Huisinget al., 2004) (Fast et al., 2008). Además, en mamíferos regula negativamente NF-
KB, lo cual también disminuye la producción de citoquinas proinflamatorias como IL1, IL6 
y TNF (Sternberg, 2006). También se ha observado que el efecto prolongado del cortisol 
reduce el número circulante de linfocitos B y disminuye la respuesta de anticuerpos después 
de una inmunización in vivo en teleósteos (Verburg-Van et al., 2009). 
 
2.5. Transcriptómica aplicada en peces 
El estudio del sistema inmune y cómo es modulado frente a un estímulo fisiológico 
determinado, por ejemplo: estrés inducido por una condición de cultivo; es de gran relevancia 
para el área acuícola, particularmente para el establecimiento de condiciones de cultivo 
óptimas en especies de las cuales no se tiene mucha información biológica. Las 
aproximaciones transcriptómicas son técnicas que permiten estudiar a gran escala el sistema 
inmune de especies no modelos, y pueden detallar cómo éste podría reaccionar frente a un 
estímulo. La transcriptómica, consiste en el estudio del conjunto de transcritos en una célula, 
tejido u organismo específico para una etapa de desarrollo determinada o estado fisiológico 
en particular. A diferencia del genoma, el transcriptoma varía con la etapa de desarrollo, 
estado fisiológico y ambiente externo (Okazaki et al., 2002; Wang et al., 2009).  
Una de las técnicas transcriptómicas más utilizada actualmente es el RNA-Seq, la 
cual consiste en la secuenciación masiva de transcritos, y presenta las siguientes ventajas: 1) 
Permitir detectar nuevas regiones transcritas, isoformas, expresiones alélicas, mutaciones, 
sitios de splicing e identificar untranslated regions (UTRs); 2) Requiere baja cantidad de 
muestra; 3) No requiere de información genómica pre-existente; 4) Tiene una resolución de 
solo una base nucleotídica (Wilhelm y Landry 2009). La utilización de ésta técnica resulta 
ventajosa considerando las desventajas que presentan otras técnicas transcriptómicas. Un 
ejemplo de esto son los microarreglos, técnica que también permite evaluar los niveles de 
expresión de una gran cantidad de genes en una condición determinada, sin embargo, 
depende de un conocimiento previo de las secuencias genéticas, las cuales, en peces a 
menudo no están disponibles en las bases de datos (Marioni et al., 2008), como es el caso del 
congrio colorado. Adicionalmente, los microarreglos existentes para peces, en su mayoría, 
están diseñados para ser utilizados en pez cebra (Danio rerio) o especies de importancia 
comercial (Douglas, 2006) y no para especies acuícolas no modelos como el congrio 
colorado. 
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En los últimos años varios estudios han utilizado RNA-Seq para entender cómo 
patógenos bacteriales y virales gatillan una importante respuesta transcriptómica asociada a 
procesos inmunes. Esto se ha realizado en especies acuícolas no modelos como la corvina 
amarilla (Pseudosciaena crocea) (Mu et al., 2010), el turbot (Scophthalmus maximus) 
(Pereiro et al., 2012), el pez gato (Ictalurus punctatus) (Li et al., 2012), entre otras. Sin 
embargo, estudios que evalúen el efecto del estrés gatillado por condiciones de cultivo, 
siendo el estrés por manejo unos de las más comunes, son escasos (Mazur y Iwama, 1993) 
(Barton et al., 2000) (Krasnov et al., 2005). Es evidente la necesidad de estudiar cómo los 
tipos de estrés inherentes de la piscicultura, específicamente el estrés por manejo, afectan la 
fisiología de los peces. Así, a base de ése conocimiento, se podría optimizar el cultivo 
evitando efectos no deseados en los peces, favoreciendo la producción acuícola. 
Actualmente análisis transcriptómicos relacionados al estrés por manejo en congrio 
colorado (G. chilensis) se limitan a estudios publicados por Aedo y colaboradores, en donde 
se generó un transcriptoma de referencia mediante RNA-seq utilizando musculo esquelético 
e hígado, logrando determinar que el estrés por manejo promueve la atrofia del musculo 
esquelético (Aedo et al., 2014) (Aedo et al., 2015). Sin embargo, en éstos estudios no se 
obtuvo información relevante relacionada a la inmunidad de este animal. Además, no se ha 
reportado cómo las condiciones de cultivo que causan estrés (ej: manejo) afectan la expresión 
de genes, particularmente en el riñón anterior del congrio colorado, el principal tejido 
involucrado en la respuesta inmune (Tort, 2011). El último estudio registrado que relacionó 
el estrés por manejo y el riñón anterior fue el trabajo de Krasnov y colaboradores, en el cual 
se sometieron truchas arcoíris (Oncorhynchus mykiss) a estrés por manejo evaluando, a través 
de microarreglos, la expresión de 315 genes en el riñón anterior y cerebro (Krasnov et al., 
2005). Sin embargo, al utilizar la tecnología de microarreglo, la investigación se limitó a 
evaluar únicamente los genes conocidos hasta esa fecha, de los cuales solo una cantidad 
reducida estaba relaciona con la respuesta inmune de la trucha arcoíris. Esta carencia de 
información básica sobre la biología de esta especie ha sido uno de las principales desventajas 
al momento de tratar de implementar condiciones de cultivo óptimas para el congrio 
colorado.  
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Todos estos antecedentes llevan a plantearse la siguiente pregunta: ¿Cómo el estrés por 
manejo afecta la expresión de genes asociados al sistema inmune en el riñón del congrio (G. 
chilensis)? Ésta interrogante lleva a postular la siguiente hipótesis de investigación: “El estrés 
por manejo induce cambios en la expresión transcripcional global de genes asociados al 
sistema inmunológico del congrio colorado”. Para responder esta hipótesis se ha planteado 
como objetivo general: Analizar la expresión transcripcional global de genes asociados a la 
regulación del sistema inmune del G. chilensis bajo condiciones de estrés por manejo. La 
información entregada en este trabajo permitirá enriquecer el limitado conocimiento 
disponible, relacionado con el cómo condiciones de cultivos que generan estrés afectan la 
transcripción global, particularmente del respuesta inmune. De esta manera, ésta información 
se podría utilizar en futuros planes de manejo para poder finalmente concretar un plan de 
cultivo de congrio colorado con proyecciones a largo plazo. Además, éste estudio 
representará una actualización importante con respecto al estudio de Krasnov et al., (2005), 
ya que, al utilizar el RNA-seq como aproximación transcriptómica, se generará una gran 
cantidad de información valiosa que permitirá identificar nuevos genes que están siendo 
regulados en respuesta al estrés por manejo y que no han sido descritos en el congrio 
colorado. 
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2.6. Hipótesis 
 
El estrés por manejo induce cambios en la expresión transcripcional global de genes 
asociados al sistema inmunológico del congrio colorado (G. chilensis). 
 
2.7. Objetivos 
 
2.7.1. Objetivo general 
 
Analizar la expresión transcripcional global de genes asociados a la regulación del sistema 
inmune del congrio colorado (G. chilensis) bajo condiciones de estrés por manejo.  
 
2.7.2. Objetivos específicos 
 
A) Obtener un transcriptoma del riñón anterior de G. chilensis. 
B) Analizar la expresión diferencial in silico de genes relacionados con la inmunidad del 
congrio colorado sometido a estrés por manejo. 
C) Validar genes candidatos diferencialmente expresados in silico mediante RT-qPCR.  
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
  
3.1. Protocolo de estrés y muestreo de congrios colorados 
 Para el estudio se utilizaron cuatro individuos que corresponden a congrios colorados 
juveniles provenientes del Centro de investigación Marina de Quintay (CIMARQ) ubicado 
en Valparaíso, Chile. Los ejemplares se encontraban en estanques de 90 litros, bajo 
condiciones de temperaturas de 13ºC ± 1, alimentados con pellet sintético (Biomar, Puerto 
Montt, Chile) dos veces al día, con fotoperiodos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. 
 Para llevar a cabo el protocolo de estrés se dispuso de dos grupos de congrios 
colorados. Para asegurar su aclimatación, los peces permanecieron diez días en sus 
respectivos estanques antes de realizar el procedimiento experimental. Luego de ese tiempo, 
se realizó el protocolo de estrés por manejo a una pareja de congrios (grupo experimental), 
el cual consistió en mover, tomar y perturbar reiteradamente a cada ejemplar mediante el uso 
de una red de pesca. Este protocolo se aplicó durante 5 minutos diarios a cada individuo por 
5 días (Aedo et al., 2015). La pareja de congrios control permaneció en su estanque sin 
aplicación del protocolo de estrés. En el quinto día, los congrios controles y estresados fueron 
anestesiados con tricaína (300 ml/L) para posteriormente ser sacrificados. Se tomó una 
muestra de sangre de cada uno para obtener el plasma y se extrajo el riñón anterior para el 
posterior estudio transcriptómico. Ambas muestras fueron guardadas inmediatamente en 
nitrógeno líquido y posteriormente almacenadas a -80ºC. 
 
3.2. Medición del cortisol plasmático 
Para corroborar si los ejemplares desarrollaron una respuesta fisiológica al protocolo 
de estrés, se llevó a cabo una medición de los niveles de cortisol presente en el plasma de la 
sangre extraída. La evaluación se realizó por medio del kit cortisol ELISA (Cortisol ELISA 
kit®) siguiendo el protocolo descrito por el proveedor (Enzo Life Sciences®). 
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3.3. Extracción, cuantificación y análisis de integridad del RNA proveniente del riñón 
anterior del G. chilensis 
 El RNA total fue extraído desde el riñón anterior de los congrios colorados juveniles, 
controles y estresados, por medio del Mini Kit RNeasy®, siguiendo las instrucciones del 
fabricante (Quiagen®). Se realizó una cuantificación y análisis de calidad del RNA extraído 
mediante el espectrofotómetro Epoch multi-volumen (BioTek®) a 260 nm. La integridad de 
las muestras de RNA fue evaluada por electroforesis (70V, 30 min) en geles de 
agarosa/formaldehido al 1,2%. Para corroborar que la integridad de las muestras de RNA 
fuese óptima para ser secuenciadas, se realizó una electroforesis capilar por medio del equipo 
Fragment Analyzer de AATI (Advanced Analytical Technologies, INC) en el Centro de 
Biotecnología Vegetal (Universidad Andrés Bello), expresando la integridad/calidad en 
términos de RQN (RNA Quality Number). Se seleccionaron aquellas muestras con un RQN 
> 6,5 a modo de favorecer las condiciones óptimas para la posterior construcción de librerías 
de secuenciación (Tabla A1). 
 
3.4. Construcción de librerías de cDNA y su posterior secuenciación 
 Para generar el transcriptoma de riñón anterior de congrio colorado, se llevó a cabo 
la construcción de dos librerías de cDNA, las cuales correspondieron a un pool de las 
muestras aisladas de los peces controles y estresados por separado, cada pool contenía un 
total de 1µg de RNA por condición, lo cual fue verificado por el equipo Qubit 2.0 
Fluorometer (Invitrogen, Life Technologies®). Para dar mayor robustez estadística, se 
generaron una réplica técnica por cada condición. Finalmente se obtuvieron 2 librerías por 
condición, la librería “Pool RNA 1 y 2 A” que pertenecen a la condición de estrés y su réplica 
técnica que corresponde a la librería “Pool RNA 1 y 2 B”, mientras que la librería “Pool RNA 
3 y 4 A” pertenece a la condición control y su réplica técnica a la librería “Pool RNA 3 y 4 
B”. La construcción y secuenciación de las librerías se realizó por medio del kit 
TruSeq®RNA Sample Preparation 2 (Illumina®) en el equipo de secuenciación MiSeq de 
Illumina, del Centro de Biotecnología Vegetal de la Universidad Andrés Bello, siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
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3.5. Procesamiento de reads, ensamble de novo y búsqueda de contigs quiméricos 
Una vez realizada la secuenciación, se obtuvieron fragmentos de cDNA con un largo 
promedio entre 50 y 300 (reads). Éstos reads pasaron por un filtro de calidad con la finalidad 
de eliminar ambigüedades (bases sin identidad), adaptadores utilizados en la secuenciación, 
reads con una calidad menor a Q20 (Phred quality score) y reads con un tamaño menor a 
50pb, por medio del software CLC Genomic Workbench (versión 8.5.1) (Aedo et al., 2015). 
Luego de procesar los reads se procedió a generar los contigs, secuencias consenso que 
representan un solo gen y se forman a partir de la superposición de segmentos de DNA 
(reads) por medio de la identidad de secuencias (Gibson y Muse, 2009). Sin embargo, 
actualmente no se dispone de una gran cantidad de información biológica del G. chilensis. 
Más aun, la información transcriptómica en las bases de datos públicas es casi nula y no se 
dispone del genoma de referencia de congrio colorado. Debido a lo anterior, se realizó un 
ensamble de novo utilizando los reads contenidos en las 4 librerías en conjunto, con el fin de 
obtener un transcriptoma de referencia sobre el cual realizar las comparaciones. El ensamble 
fue realizado con el software CLC Genomic Workbench (versión 8.5.1), utilizando como 
parámetro de alineamiento que exista un 60% de sobrelapamiento entre los reads y que éstos 
compartan un 90% de similitud. Al ser un ensamble de novo se debe tener en cuenta que la 
superposición de los reads es al azar, y por lo tanto existe la posibilidad de que se formen 
contigs quiméricos, los cuales corresponden a una fusión de genes diferentes que comparten 
alguna zona homóloga. Por esta razón se realizó una revisión manual del total de contigs 
producidos para detectar contigs quiméricos y editarlos gracias a la herramienta de 
visualización de ensambles disponible en CLC Genomic Workbench (versión 8.5.1). 
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3.6. Validación y anotación funcional del transcriptoma de riñón anterior de congrio 
colorado 
La validación se realizó buscando en el transcriptoma ensamblado la presencia de un set 
de genes ortólogos altamente conservados en eucariontes, utilizando la herramienta BUSCO 
(Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) (Simão et al., 2015). Se realizaron dos 
versiones del análisis cambiando el tipo de base de datos desde la cual se obtiene el set de 
genes conservados: 1) Base de datos OrthoDB de ortólogos en organismos eucariontes; 2) 
Base de datos OrthoDB acotada a ortólogos en organismos vertebrados. 
Para obtener la anotación funcional del transcriptoma de referencia generado, se utilizó 
la herramienta BlASTX (la cual traduce las secuencias nucleotídicas a secuencias 
aminoacídicas en sus 6 marcos de lectura) debido a que las secuencias aminoacídicas son 
más conservadas, lo cual nos permite maximizar los resultados de homología de secuencias 
al incluir resultados obtenidos desde especies menos relacionadas filogenéticamente (Huson 
y Xie, 2013), mediante el software CLC Genomic Workbench. Las bases de datos que se 
utilizaron para alinear los contigs fueron Uniprot (http://www.uniprot.org/), específicamente 
la base de datos Swiss-prot, ya que, su anotación posee una revisión manual lo que la hace 
una base de datos más confiable (Boeckmann et al., 2003); y también NR, una base de datos 
de proteínas no redundantes que incluye todas las proteínas disponibles públicamente en 
NCBI (Pruitt et al., 2007). Con ambas bases de datos se utilizó un valor de corte de e-value 
˂ 1x10-6 en primer lugar y luego con el fin de enriquecer la búsqueda se utilizó un valor de 
corte de e-value ˂ 1x10-3. 
Posteriormente para mejorar la anotación, categorizar la información generada y entender 
de manera más fácil la distribución funcional de los transcritos, se asignaron términos GO 
(Gene Ontology) a cada secuencia (Ashburner et al., 2011). Esto se realizó complementando 
la información obtenida mediante homología de secuencias, con la búsqueda de dominios 
funcionales con la herramienta Inteproscan (Zdobnov y Apweiler, 2001). Toda la 
información fué integrada por la herramienta Blast2GO (Ashburner et al., 2011), que 
permitió categorizar la información en procesos biológicos, funciones moleculares y 
componentes celulares. Se utilizó como valor de corte un e-value ˂ 1x10-6 y luego, con el fin 
de enriquecer la búsqueda, se utilizó un valor e-value ˂ 1x10-3.  
  
pág. 21 
 
Posteriormente, se utilizó GOslim, una herramienta de BLAST2GO útil para eliminar 
términos GO que no pertenecen al grupo filogenético del individuo, lo que permite obtener 
un contexto biológico más coherente del transcriptoma (Ashburner et al., 2011). 
 
3.7. Análisis de expresión diferencial in silico (RNA-Seq) del transcriptoma de riñón 
anterior de congrio colorado 
Con el propósito de estudiar los cambios en los niveles de expresión transcripcional de 
genes presentes en el riñón anterior del G. chilensis gatillados por la condición de estrés por 
manejo, se realizó el mapeo de los reads pertenecientes a cada tratamiento, contra el 
transcriptoma de referencia generado por medio del software CLC Genomic Workbench 
(versión 8.5.1). Dicho mapeo consiste en posicionar cada read en alguno de los contigs del 
transcriptoma mediante búsqueda por homología y así determinar los niveles de expresión 
de cada transcrito. Además, se realizó un test estadístico empírico el cual considera una 
distribución binominal negativa de los datos (Bliss y Fisher, 1953). Por otro lado, hay que tener 
en cuenta que dentro de las librerías existen contigs con mayor tamaño que el resto, debido 
a esto aquellos contigs pueden estar formados por una mayor cantidad de reads, lo cual, no 
indica una sobre-expresión con respecto a sus pares de menor tamaño. Por ésta razón es que 
cada librería fue normalizada según número específico de reads totales mapeados y los 
valores de expresión fueron representados en RPKM (Reads Per Kilobase of exon model per 
Million mapped reads) (Jiang y Wong, 2009). El criterio para genes con expresión diferencial 
(GED) fue la selección de genes que tenían un nivel de expresión mayor o menor a 2X con 
una seguridad estadística FDR (False Discovery Rate) menor a 0,05. 
Para comprobar que las réplicas técnicas fuesen iguales entre sí, se realizó un análisis de 
componentes principales (PCA). Esta técnica permite comparar las muestras condensando el 
número de variables correlacionadas (86.840 secuencias con su propio nivel de expresión) 
en 2 variables compuestas o proyecciones (eje vertical y horizontal). Para que las muestras 
se consideren réplicas deben tener una posición similar en el plano espacial del análisis 
(Jolliffe, 1986). Para demostrar que los niveles de expresión entre todas las librerías eran 
comparables tras la normalización, se realizó un análisis de diagrama de cajas. Este análisis 
muestra cómo se distribuyen los valores de expresión del conjunto de transcritos de cada 
librería. La distribución de valores debe ser similar para que las diferentes muestras sean 
comparables (Benjamini, 1988). 
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3.8. Análisis de enriquecimiento ontológico 
Luego de evaluar los cambios en la expresión transcripcional de genes que se 
produjeron por la condición de estrés por manejo, con el fin de identificar los procesos 
biológicos que están siendo favorecidos o afectados, se realizó un análisis de enriquecimiento 
ontológico en el set de genes diferencialmente expresados (GED) entre ambas condiciones. 
Se utilizó un Test Exacto de Fisher a través del software CLC Genomic Workbench (versión 
8.5.1), utilizando como base de datos los GED (FDR < 0,05 y con un nivel de expresión > 
2X o < -2X). Para complementar el análisis, se realizaron agrupaciones por similitud de 
términos GO de los GED por medio de la herramienta DAVID (The Database for Annotation, 
Visualization and Integrated Discovery) (Huang et al., 2009), utilizando la abreviatura oficial 
de los genes (obtenida en Uniport) y a Homo sapiens como organismo de referencia con la 
finalidad de aprovechar en su totalidad la información, debido a que es la especie con mayor 
conocimiento disponible en las bases de datos. Además, para evaluar la presencia de vías de 
señalización relacionadas con la inmunidad del congrio colorado, favorecidas por la 
condición de estrés, se analizaron en detalle los GED en la condición de estrés sobre la 
condición control (FDR < 0,05 y nivel de expresión > 2X) por medio de la base de datos 
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (http://www.genome.jp/kegg), la cual, 
se utilizó por medio de la herramienta DAVID. 
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3.9. Evaluación de genes candidatos por qPCR 
 Los niveles de expresión de los genes seleccionados mediante análisis de expresión 
diferencial in silico fueron validados a través de PCR en tiempo real. Para diseñar los 
partidores, las secuencias de los genes candidatos fueron extraídas del software CLC 
Genomic Workbench (versión 8.5.1) y analizadas por la herramienta PRIMER3 
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0). Luego, cada par de partidores fue evaluado por la 
herramienta Oligo Analyzer de IDT (https //www.idtdna.com/calc/analyzer) con el fin de 
evitar posibles pliegues en sus estructuras, homodímeros y heterodímeros (Tabla 1). 
Una vez diseñados los partidores para los genes candidatos, el RNA extraído para la 
secuenciación fue utilizado para la síntesis de cDNA. El DNA genómico residual fue 
removido usando el buffer genomic DNA wipeout (kit de retrotranscripcion Quantitect 
Reverse Transcription, Qiagen®), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Cada 
mezcla de reacción de qPCR contenía 7,5 µl de Brilliant II SYBR Master Mix 2X 
(Stratagene®), 6 µl de cDNA (diluido 40 veces), 0,2 µl de ROX y 250 nM de cada partidor. 
Como gen normalizador se utilizó la proteína ribosomal 40S (fau). Todas las reacciones de 
qPCR fueron acompañadas de dos reacciones, una reacción sin templado y otra reacción sin 
transcriptasa reversa, ambas actuando como control negativo para la reacción. Para cada gen 
se realizó una curva de disociación, estándar y cuantificación. Para realizar las reacciones de 
qPCR se utilizó el equipo StepOne (Applied Biosystems) y el procesamiento de los datos se 
realizó con la herramienta Q-Gene (Simon, et al. 2003). 
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Tabla 1: Secuencias y características de los partidores de los genes candidatos. En la tabla se muestra la 
pareja de partidores, forward (F) y reverse (R), utilizados en el análisis de qPCR. 
Gen ID Secuencia 5´-3´ 
Amplicon 
(pb) 
Eficiencia 
(%) 
Tº de hibridación 
(ºC) 
irf1 
F: ATCATTTCCTCCAGCCAG 
76 104,9 61 
R: CTCTAATCTTCTTCTACAGTGACC 
igf1 
F: CTTCCCCATACATTCGGTTG 
174 103,1 61 
R: CTCGCCACTCCTTTCAGT 
cebpd 
F: TGTCAGTCGGCTCAGTCT 
124 104 61 
R: ATGTCGCTGTCACTCCAG 
ccl20 
F: ACGCACCTGAACACAAACTC 
247 105 61 
R: TGTCCAAACATTCCATCGCATC 
ccl44 
F: GGCTCTCCAGTTGTCTCGT 
150 104,9 61 
R: CTCCTCTGCTGAGTCGGTTC 
ccl2 
F: GTCATTGAAACGGTAGCAGCACTTC 
142 102,5 61 
R: CACTCCACGACAGAACACACAC 
cxcl10 
F: ATGATGTCTGGGATGTACTTCA 
165 103,8 61 
R: ATCTCTGGAGTTGTCAGCC 
ir8a 
F: AGCATTCTCTTCCTGACCTTCA 
131 105 61 
R: ATGAGTCCACCAACCCAGAC 
ir8b 
F: TGAGGAGTACAACTACACTTACG 
177 99,6 61 
R: CCAATCACAAGCCCCACC 
tnf-α 
F: GCGTCCTTCAGAGTCTC 
234 104,5 57 
R: CAGTTTGTCCCCTTTGTG 
fau 
F:  CATTTAGGAGTTGGCGTTGG 
134 103,2 57 
R: CCAAGGTTGAAAAGCAGGAG 
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4. RESULTADOS 
 
4.1 Respuesta fisiología del G. chilensis al estrés por manejo 
Se analizaron los niveles de cortisol plasmático por medio de un test de ELISA para 
comprobar que el protocolo de estrés por manejo provocaba una respuesta fisiológica sobre 
los congrios colorados juveniles. Se observó que los peces controles poseían en promedio 
una concentración de 8,38 ng/ml, mientras que los peces sometidos al protocolo de estrés 
mostraban en promedio una concentración de 68,10 ng/ml de cortisol, al menos 7 veces los 
niveles de cortisol plasmático que presentaba el grupo control. Al corroborar la existencia de 
una respuesta fisiológica por parte del G. chilensis al protocolo de estrés por manejo, se 
generó el transcriptoma a partir del riñón anterior para estudiar los cambios en la expresión 
de genes asociados a la inmunidad del congrio colorado.  
 
4.2. Generación del transcriptoma de riñón anterior de G. chilensis 
4.2.1. Generación de las librerías de cDNA 
Se procedió a generar las librerías de cDNA a partir de las muestras de RNA de riñón 
anterior de congrio colorado de los grupos control y experimental. Se obtuvieron 4 librerías 
en total, 2 por cada condición: librería “Pool RNA 1 y 2 A” correspondiente a la condición 
de estrés y su respectiva réplica técnica la librería “Pool RNA 1 y 2 B”; librería “Pool 3 y 4 
A” correspondiente a la condición control y su respectiva réplica técnica la librería “Pool 3 
y 4 B”. Éstas fueron secuenciadas obteniéndose un total de 63.120.416 reads, los cuales 
fueron procesados para eliminar adaptadores, secuencias ambiguas, fragmentos de baja 
calidad (˂ Q20) y de largo menor a 50pb (Tabla 2). Se retuvieron aproximadamente el 98% 
de los reads, y a partir de éstos se procedió a realizar el ensamble de novo para obtener las 
secuencias de los genes expresados en el riñón anterior de congrio colorado. 
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4.2.2. Ensamble de novo del transcriptoma de riñón anterior de G. chilensis 
Hasta la fecha no se dispone del genoma de referencia de G. chilensis y la información 
trascriptómica relacionada a su inmunidad es casi nula. Por lo anterior fue necesario realizar 
un ensamble de novo de los reads contenidos en las 4 librerías en conjunto para contar con 
el transcriptoma de referencia necesario para el análisis de RNA-seq. Al ser un ensamble de 
novo se debe tener en cuenta que la superposición de los reads es al azar y por lo tanto existe 
la posibilidad de que se formen contigs quiméricos. Para eliminar la posibilidad de futuros 
sesgos producidos por el azar, se realizó una revisión manual para hallar las posibles 
quimeras. Se encontraron aproximadamente 1.100 contigs quiméricos de los cuales 1.081 
fueron editados y reintegrados al transcriptoma, mientras que los 18 contigs quiméricos 
restantes fueron eliminados del estudio.   
Al completar la revisión manual, se logró generar 133.464 contigs, con un N50 de 
1.426pb, es decir, el largo mínimo de secuencias en las cuales está contenido el 50% del largo 
total del transcriptoma es de 1.426pb. Para favorecer resultados más confiables, solo se 
continuó utilizando los transcritos de tamaño igual o superior a 300pb y con una cobertura ≥ 
3X. Finalmente el número de secuencias se redujo a 86.840 contigs (Tabla 3). 
El transcriptoma fue validado mediante la búsqueda de genes ortólogos altamente 
conservados en eucariontes. Para esto se utilizó la herramienta BUSCO (Benchmarking 
Universal Single-Copy Orthologs). Utilizando la base de datos “vertebrates” se identificaron 
2.116 de 3.023 (69,99%) genes descritos en OrthoDB-Vertebrata. En cambio, al utilizar la 
base de datos “eukaryotes”, se identificaron 378 de 429 (88,12%) genes descritos en 
OrthoDB-Eukaryota. 
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Tabla 2: Datos estadísticos de la secuenciación por Ilumina MiSeq. Resumen estadístico de la secuenciación 
de las librerías provenientes del riñón anterior de los congrios colorados juveniles sometidos a la condición de 
estrés por manejo (Pool RNA 1 y 2 A - Pool RNA 1 y 2 B) y en la condición control (Pool RNA 3 y 4 A - Pool 
RNA 3 y 4 B), pre y post procesamiento de los reads. 
  
Librería 
Número de 
reads       
Largo 
promedio 
de reads      
Número de 
reads post-
filtro 
Porcentaje 
de reads 
retenidos 
Largo 
promedio de 
reads post-
filtro 
Pool RNA 1 y 2 A 14.549.890 187,2 14.439.699 99,24% 183,1 
Pool RNA 1 y 2 B 10.665.358 182,4 10.327.667 96,83% 181,9 
Pool RNA 3 y 4 A 20.383.632 200,2 20.077.804 98,50% 187 
Pool RNA 3 y 4 B 17.521.536 195,5 16.810.355 95,94% 186 
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Tabla 3: Datos estadísticos del ensamble de novo del transcriptoma de riñón anterior de G. chilensis. Los 
datos generados por el ensamble de novo fueron analizados por el software CLC Genomic Workbench (versión 
8.5.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Contigs Totales 133.464 
Porcentaje de adeninas 25,98% 
Porcentaje de timinas 25,97% 
Porcentajes de guaninas 24,01% 
Porcentajes de citosinas 24,02% 
Contigs >299 pb con Cobertura>3x 86.840 
Largo mínimo de las secuencias 300pb 
Largo máximo de las secuencias 18.156pb 
Largo promedio de las secuencias 840,31pb 
Cobertura 101,04 x 
N50 1.426 
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4.2.3. Anotación funcional del transcriptoma de riñón anterior de G. chilensis 
Con el fin de anotar y caracterizar el transcriptoma generado se procedió a dar identidad 
a los contigs utilizando homología de secuencias. Por medio de la herramienta BLASTX se 
tradujeron las secuencias nucleotídicas en sus 6 marcos de lectura pues las secuencias 
aminoacídicas son más conservadas lo cual facilita el análisis por homología. Las bases de 
datos utilizadas para alinear los contigs fueron Uniprot, específicamente la base de datos 
Swiss-prot, ya que, su anotación posee una revisión manual, lo que la hace una base de datos 
más confiable (Boeckmann et al., 2003). También se utilizó NR, la base de datos de proteínas 
no redundantes de NCBI, para incrementar la anotación de secuencias (Pruitt et al., 2007). 
De los 86.840 contigs que conforman el transcriptoma, se lograron anotar el 24% que 
corresponde 20.842 secuencias. 
Para aumentar el número de contigs/transcritos anotados, categorizar la información 
generada y entender de manera más fácil la distribución funcional de los transcritos, se 
asignaron términos GO (Gene Ontology) a cada secuencia (Ashburner et al., 2011). Esto se 
realizó ubicando los dominios funcionales en cada transcrito por medio de la herramienta 
BLAST2GO y la base de datos Interproscan (Zdobnov y Apweiler, 2001). Posteriormente se 
utilizó GOslim, una herramienta de BLAST2GO para eliminar términos GO que no 
pertenecen al grupo filogenético del individuo, lo que permite obtener un contexto biológico 
más coherente del transcriptoma. Finalmente, se logró anotar funcionalmente el 42,18 % del 
transcriptoma de riñón anterior del congrio colorado (Figura 1). 
La ontología genética permitió agrupar la información en 3 categorías: Proceso 
Biológico, Función Molecular y Componente Celular. Del total de secuencias que contiene 
el transcriptoma (86.840 contigs), a 25.131 secuencias (28,94%) se les asignó términos GO 
relacionados con procesos biológicos, a 27.329 secuencias (31,47%) se les asignó términos 
GO relacionados con funciones moleculares y a 26.698 secuencias (34,20%) se les asignó 
términos GO relacionados con componentes celulares. En cuanto a procesos biológicos, los 
más representados fueron procesos celulares (15,46%), procesos de organismo único 
(13,27%), procesos metabólicos (12,12%), desarrollo (8,19%) y respuesta a estímulos 
(7,90%). Además, cabe mencionar que al tratarse del riñón anterior es posible identificar 
4.091 genes que poseen una categoría GO de procesos del sistema inmune (3,51%), logrando 
identificar citoquinas, caspasas, moléculas del sistema del complemento, receptores tipo Toll 
y NOD, entre otros. 
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Con respecto a las categorías de función molecular y componente celular, la mayoría de 
los trascritos se encuentran involucrados en funciones de unión (45,28%) y célula (32,21%), 
respectivamente (Figura 2). Finalmente, al conocer la identidad de las secuencias se procedió 
a realizar el estudio de expresión in silico (RNA-Seq) para detectar cambios producidos por 
la condición de estrés. 
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Figura 1: Anotación funcional del transcriptoma de riñón anterior del congrio colorado. La anotación 
funcional se realizó con la herramienta BLASTX, usando las bases de datos Swiss-prot (Uniprot) y NR (NCBI). 
También se utilizó la herramienta BLAST2GO junto con la base de datos Interproscan para asignar los términos 
de ontología genética (GO) y éstos fueron generalizados por la herramienta GOslim. 
 
 
 
  
  
Figura 2: Asignación de ontología genética (GO) en términos de nivel 2 para las secuencias del transcriptoma del riñón anterior. La asignación de los 
términos GO para cada contig se realizó a través de la herramienta BLAST2GO. A) Proceso Biológico, B) Componente Celular, C) Función Molecular   
A 
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Figura 2: Asignación de ontología genética (GO) en términos de nivel 2 para las secuencias del transcriptoma del riñón anterior. La asignación de los 
términos GO para cada contig se realizó a través de la herramienta BLAST2GO. A) Proceso Biológico, B) Componente Celular, C) Función Molecular. 
B 
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Figura 2: Asignación de ontología genética (GO) en términos de nivel 2 para las secuencias del transcriptoma del riñón anterior. La asignación de los 
términos GO para cada contig se realizó a través de la herramienta BLAST2GO. A) Proceso Biológico, B) Componente Celular, C) Función Molecula
C 
C 
4.3 Análisis de expresión diferencial del transcriptoma de riñón anterior de G. 
chilensis en la condición de estrés por manejo 
Se procedió a mapear los reads de cada librería de manera independiente contra el 
transcriptoma generado. El conteo de reads por cada librería fue normalizado y expresado en 
RPKM. Posterior al mapeo, se identificaron un total de 1.094 genes con expresión diferencial 
(GED), es decir, con un nivel de expresión transcripcional superior a 2X o menor a -2X y 
con una certeza estadística de FDR < 0,05. Al comparar la condición de estrés por manejo 
contra la condición control, se pudo establecer que 578 transcritos estaban sobre-expresados, 
mientras que 516 transcritos se encontraban reprimidos (Figura 3). Además, se comprobó 
mediante un análisis de componentes principales (PCA) que las librerías pertenecientes a la 
misma condición se comportaran de la misma forma (Figura 4A), validando las réplicas 
técnicas. Además se verificó, a través de un diagrama de cajas (Box plot), que los valores de 
expresión de las librería fueran comparables entre sí (Figura 4B). Al identificar la presencia 
de genes diferencialmente expresados, se realizó un análisis de enriquecimiento ontológico 
para determinar cuáles son los procesos biológicos favorecidos por la condición de estrés. 
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Figura 3: Volcano plot. Análisis in silico de los contigs expresados diferencialmente, donde cada contig está representado por un punto cuya posición espacial está 
dada por sus niveles de expresión (veces de cambio) y su significancia estadística (p-value). Los puntos rojos representan los contigs con expresión diferencial. Los 
puntos que poseen un nivel de expresión mayor a 2x, indican una sobreexpresión del gen en la condición de estrés mientras que, los que poseen un nivel de expresión 
menor a -2x indican sobreexpresión del gen en la condición control.  
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Figura 4: Evaluación del comportamiento y expresión de las librerías. A) Análisis de componentes principales (PCA) de los grupos de muestras evaluados 
mediante RNA-seq. Los puntos en rojo corresponden al grupo de individuos estresados (pool RNA 1 y 2 A/B) y los puntos en verdes representan al grupo de 
individuos controles (pool RNA 3 y 4 A/B). B) Diagrama de Caja que representa los niveles de expresión de cada muestra de RNA-seq evaluada. Las cajas en color 
rojo corresponden al grupo de individuos estresados (pool RNA 1 y 2 A/B), mientras que las cajas verdes representan al grupo de individuos controles (pool RNA 
3 y 4 A/B).
A B 
4.4. Análisis de enriquecimiento ontológico 
Se realizó un “Test exacto de Fisher” por medio del software CLC Genomic Workbench 
(versión 8.5.1) con el objetivo de saber en que procesos están involucrados los genes que 
presentan expresión transcripcional diferencial en la condición de estrés por manejo. Se 
observó que los genes sobre expresados en la condición de estrés (FDR < 0,05 y nivel de 
expresión >2X) estaban asociados a procesos biológicos de respuesta a estrés, tales como 
sistema circulatorio y sistema inmune (Figura 5A). En cambio, los genes reprimidos por la 
condición de estrés (FDR < 0,05 y nivel de expresión < -2X) se encontraban ligados a 
procesos biológicos como el catabolismo y el metabolismo de lípidos y de otras moléculas 
pequeñas, éstos se vieron enriquecidos en la condición control y no en la condición de estrés 
por manejo (Figura 5B). 
Para entender mejor cómo la condición de estrés por manejo puede favorecer o no ciertos 
procesos biológicos se utilizó la herramienta DAVID (The Database for Annotation, 
Visualization and Integrated Discovery), la cual permite identificar grupos de transcritos que 
comparten términos GO en común. Cuando se utilizó como base de datos los GED de la 
condición de estrés sobre la condición control (FDR < 0,05 y nivel de expresión > 2X), se 
lograron generar 9 grupos principales, entre los cuales, al igual que con el “Test exacto de 
Fisher”, se observó  que los procesos biológicos más favorecidos por la condición de estrés 
fueron aquellos relacionados con la homeostasis de distintos iones (Tabla 4, Grupos 2 y 5),  
respuesta a estímulos endógenos y exógenos (Tabla 4, Grupo 9), procesos de morfogénesis, 
diferenciación y control de la contracción muscular, especialmente el cardiaco (Tabla 4, 
Grupo 4) y procesos relacionados con la respuesta inmunitaria, observando una respuesta de 
defensa enriquecida, es decir  respuesta inflamatoria, apoptosis y quimiotaxis de leucocitos 
y neutrófilos (Tabla 4, Grupos 1, 6, 7 y 8). En cambio, cuando se utilizó como referencia los 
GED de la condición control sobre la condición de estrés (FDR < 0,05 y nivel de expresión 
< -2X), se generaron 5 grupos principales, donde los procesos reprimidos fueron el 
metabolismo, especialmente el catabolismo (Tabla 5, Grupos 1, 2, 4 y 5), y la biosíntesis de 
distintas moléculas como bases nitrogenadas, nucleótidos y aminoácidos, entre otras (Tabla 
5, Grupos 3, 4 y 5). 
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Figura 5: Test de Fisher. Análisis de enriquecimiento ontológico de genes con expresión diferencial asociados 
con términos GO. A) Procesos biológicos, función molecular y componente celular favorecidos por la condición 
de estrés por manejo. B) Procesos biológicos, funciones moleculares y componentes celulares reprimidos por 
la condición de estrés por manejo. 
  
A 
B 
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Tabla 4: Análisis de enriquecimiento ontológico por agrupación de genes sobre-expresados en la 
condición de estrés por manejo. El análisis realizado por medio de la herramienta DAVID, consistió en 
agrupar por medio de términos GO de los GED de la condición de estrés sobre la condición control (FDR < 
0,05 y nivel de expresión > 2X). 
Grupo 1 Veces de enriquecimiento: 6,08 
Proceso biológico p-value 
Nº de genes 
involucrados 
Respuesta de defensa 4,70E-11 23 
Respuesta a heridas 8,10E-09 19 
Respuesta inflamatoria 2,40E-08 15 
Grupo 2 Veces de enriquecimiento: 4,99 
Proceso biológico p-value 
Nº de genes 
involucrados 
Homeostasis celular de cationes inorgánicos di y 
trivalentes 
2,70E-07 12 
Homeostasis de cationes inorgánicos di y trivalentes 4,50E-07 12 
Homeostasis catiónica celular 8,30E-07 12 
Homeostasis química 1,10E-06 16 
Procesos de homeostasis 1,50E-06 19 
Homeostasis catiónica 2,60E-06 12 
Homeostasis iónica 5,80E-06 13 
Homeostasis química celular 6,90E-06 13 
Homeostasis del ion hierro 1,40E-05 13 
Homeostasis celular 4,80E-05 5 
Homeostasis celular 5,20E-05 13 
Homeostasis del ion hierro 8,80E-05 5 
Homeostasis del ion calcio celular 1,30E-03 7 
Homeostasis del ion calcio 1,50E-03 7 
Homeostasis de iones metálicos celulares 1,80E-03 7 
Homeostasis de ion metal 2,30E-03 7 
Grupo 3 Veces de enriquecimiento: 4,45 
Proceso biológico p-value 
Nº de genes 
involucrados 
Regulación de la actividad ATPasa 3,00E-06 5 
Regulación de la actividad hidrolasa 1,30E-05 12 
Regulación positiva de la actividad hidrolasa 2,30E-05 9 
Grupo 4 Veces de enriquecimiento: 4,22 
Proceso biológico p-value 
Nº de genes 
involucrados 
Regulación de los procesos de sistemas 1,50E-10 17 
Regulación de la actividad ATPasa 3,00E-06 5 
Contracción del musculo cardiaco 6,30E-06 5 
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Regulación de la contracción muscular 7,50E-06 7 
Contracción del musculo estriado 1,20E-05 6 
Procesos del corazón 1,40E-05 5 
Contracción del corazón 1,40E-05 5 
Procesos del sistema muscular 1,40E-05 9 
Regulación positiva de la actividad ATPasa 2,20E-05 4 
Morfogénesis del tejido muscular 2,70E-05 5 
Morfogénesis de componentes celulares 5,70E-05 12 
Contracción muscular 6,50E-05 8 
Regulación de la contracción muscular 1,50E-04 6 
Ensamble de miofibras 3,40E-04 4 
Morfogénesis del músculo cardiaco ventricular 3,90E-04 4 
Desarrollo de tejido muscular 4,70E-04 8 
Desarrollo del tejido muscular cardiaco  5,30E-04 5 
Organización en la estructura de la actomiosina 8,00E-04 4 
Desarrollo del tejido muscular estriado 1,30E-03 6 
Morfogénesis del corazón 1,30E-03 5 
Desarrollo del tejido muscular 1,40E-03 6 
Ensamble de componentes celulares involucrados en 
la morfogénesis 
1,70E-03 4 
Organización del citoesqueleto 2,20E-03 10 
Organización del sarcomero 2,70E-03 3 
Desarrollo de las células de musculo estriado 4,80E-03 4 
Procesos basados en filamentos de actina 5,10E-03 7 
Desarrollo de células musculares 5,90E-03 4 
Morfogénesis de tejido 6,70E-03 6 
Proceso s del sistema circulatorio 7,60E-03 6 
Circulación de la sangre 7,60E-03 6 
Unión de la miosina 8,00E-03 3 
Movimientos basados en filamentos de actina 9,90E-03 3 
Diferenciación de células del musculo estriado 2,00E-02 4 
Desarrollo del corazón 4,60E-02 4 
Transporte intra-celular dependiente del citoesqueleto  4,60E-02 3 
Desarrollo del corazón 5,30E-02 5 
Grupo 5 Veces de enriquecimiento: 3,62 
Proceso biológico p-value 
Nº de genes 
involucrados 
Respuesta a ion metal 2,00E-04 7 
Respuesta a sustancias inorgánicas 4,00E-04 8 
Repuesta a ion calcio 4,60E-04 5 
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Grupo 6 Veces de enriquecimiento: 3,58 
Proceso biológico p-value 
Nº de genes 
involucrados 
Respuesta inflamatoria aguda 4,60E-04 6 
Repuesta a heridas 8,50E-03 6 
Grupo 7 Veces de enriquecimiento: 3,38 
Proceso biológico p-value 
Nº de genes 
involucrados 
Taxis 1,00E-06 10 
Quimiotaxis 1,00E-06 10 
Comportamiento locomotor 1,70E-06 12 
Movimiento celular 2,40E-06 15 
Comportamiento 5,50E-05 13 
Migración celular 8,20E-05 10 
Quimiotaxis de leucocitos 9,80E-05 5 
Quimiotaxis celular 1,20E-44 5 
Locación celular 1,80E-04 10 
Motilidad celular 1,80E-04 10 
Quimiotaxis de neutrófilos 2,10E-04 4 
Migración de leucocitos 5,30E-04 5 
Regulación de la cascada MAPKKK 5,80E-03 5 
Regulación positiva de la comunicación celular 5,90E-03 8 
Regulación positiva de la proliferación celular 1,90E-02 8 
Regulación de las proteínas asociadas a la cascada 
kinasa 
2,40E-02 6 
Regulación positiva de la señal de transducción 4,50E-02 6 
Grupo 8 Veces de enriquecimiento: 2,74 
Proceso biológico p-value 
Nº de genes 
involucrados 
Apoptosis 8,00E-06 16 
Muerte celular programada 9,60E-06 16 
Muerte celular 6,40E-05 16 
Muerte celular 6,90E-05 16 
Regulación de la apoptosis 2,20E-04 16 
Regulación de la muerte celular programada 2,40E-04 16 
Regulación de la muerte celular 2,50E-04 16 
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Grupo 9 Veces de enriquecimiento: 2,72 
Proceso biológico p-value Nº de genes involucrados 
Respuesta a estímulos endógenos 1,40E-03 10 
Respuesta a estímulos por glucocorticoides 1,70E-03 5 
Respuesta a estímulos por corticoesteroides 2,40E-03 5 
Respuesta a AMPc 2,60E-03 4 
Regulación de la cascada MAPKKK 5,80E-03 5 
Regulación positiva de la comunicación celular 5,90E-03 8 
Respuesta al calor 5,90E-03 4 
Respuesta a estímulos por hormonas esteroideas 8,70E-03 6 
Respuesta a estímulos por hormonas 1,00E-02 8 
Respuesta a estímulos por temperatura 1,70E-02 4 
Respuesta a lipopolisacarido 9,10E-02 3 
Respuesta a estímulos abióticos 9,50E-02 6 
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Tabla 5: Análisis de enriquecimiento ontológico por agrupación de genes reprimidos en la condición de 
estrés por manejo.  El análisis realizado por medio de la herramienta DAVID, consistió en agrupar por medio 
de términos GO los GED de la condición de control sobre la condición de estrés (FDR < 0,05 y nivel de 
expresión < -2X). 
Grupo 1 Puntuación de enriquecimiento: 3,45 
Proceso biológico p-value Nº de genes involucrados 
Proceso metabólico glioxilato 1,20E-05 4 
Proceso metabólico del aldehído celular 1,80E-03 4 
Grupo 2 Puntuación de enriquecimiento: 2,90 
Proceso biológico p-value Nº de genes involucrados 
Derivación de la energía por la oxidación de 
compuestos orgánicos 4,60E-07 11 
Procesos metabólicos por cofactores 7,20E-06 11 
Respiración celular 2,00E-05 8 
Procesos metabólicos por coenzimas 3,60E-04 8 
Proceso catabólico del acetil-coa 9,80E-04 4 
Ciclo del ácido tricarboxílico  9,80E-04 4 
Procesos catabólicos por coenzimas 1,40E-03 4 
Procesos metabólicos del acetil-coa 2,40E-03 4 
Procesos catabólicos por cofactores 2,40E-03 4 
Respiración aeróbica 3,40E-03 4 
Procesos metabólicos de óxido-reducción por 
coenzimas 
1,00E-02 4 
Procesos metabólicos secundarios 3,10E-02 4 
Procesos metabolitos de nicotinamidas 4,70E-02 3 
Procesos metabólicos de nucleótidos 4,70E-02 3 
Procesos metabólicos de alcaloides 4,90E-02 3 
Procesos metabólicos de pirimdinas 5,10E-02 3 
Grupo 3 Puntuación de enriquecimiento: 2,75 
Proceso biológico p-value Nº de genes involucrados 
Procesos de biosíntesis de aminas 6,70E-04 6 
Procesos de biosíntesis de aminoácidos 9,70E-04 5 
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Grupo 4 Puntuación de enriquecimiento: 2,45 
Proceso biológico p-value Nº de genes involucrados 
Proceso de biosíntesis del ácido carboxílico 3,90E-04 8 
Procesos de biosíntesis de ácidos orgánicos 3,90E-04 8 
Procesos catabólicos de ácidos orgánicos 4,00E-04 7 
Procesos catabólicos de ácido carboxílico 4,00E-04 7 
Procesos de biosíntesis de aminas 6,70E-04 6 
Procesos de biosíntesis de aminoácidos 9,70E-04 5 
Procesos catabólicos de aminoácidos 2,80E-03 5 
Procesos catabólicos de aminas 3,60E-03 5 
Procesos de biosíntesis de aminoácidos de la familia 
aspartato 
7,20E-03 3 
Procesos metabólicos de glutamatos 8,20E-03 3 
Procesos catabólicos de glutamato 1,30E-02 3 
Procesos metabólicos del aspartado  1,80E-02 3 
Grupo 5 Puntuación de enriquecimiento: 2,20 
Proceso biológico p-value Nº de genes involucrados 
Transporte de protones acoplado a la síntesis de ATP 4,90E-03 4 
Procesos de biosíntesis de nucleótidos 5,30E-03 7 
Procesos de biosíntesis de ácidos nucleicos 6,60E-03 7 
Procesos de biosíntesis de ATP 7,40E-03 5 
Transporte transmembrana de iones 8,70E-03 4 
Procesos de biosíntesis de purinas 9,20E-03 6 
Procesos de biosíntesis de ribonucleótidos trifosfatos 1,00E-02 5 
Procesos de biosíntesis de nucleótidos trifosfatos 1,20E-02 5 
Procesos metabólicos del ATP 1,30E-02 5 
Transporte de iones 1,50E-02 14 
Procesos metabolito de purinas 1,90E-02 5 
Procesos metabólicos de ribonucleótidos 1,90E-02 5 
Procesos de biosíntesis de ribonucleótidos 2,30E-02 5 
Procesos metabólicos de nucleótidos trifosfatos 2,70E-02 5 
Procesos metabólicos de purinas 3,20E-02 5 
Procesos metabólicos de ribonucleicos 3,90E-02 5 
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Con el fin de determinar si existen vías de señalización relacionadas con la inmunidad 
del congrio colorado favorecida con la condición de estrés, se utilizó la herramienta KEGG 
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) por medio de DAVID. Al utilizar como base 
de datos los GED de la condición de estrés sobre la condición control (FDR < 0,05 y nivel 
de expresión > 2X), se determinó que la interacción entre citoquinas y sus receptores es 
enriquecida en ciertas moléculas de la sub-familia CXC y CC (Figura 6A y 6B 
respectivamente). También se observó que la vía de señalización tipo NOD es favorecida por 
la condición de estrés por manejo (Figura 6C). Luego de obtener la anotación funcional, 
estudios de expresión in silico (RNA-Seq) y el análisis de enriquecimiento ontológico para 
determinar los procesos biológicos relacionados con la inmunidad del congrio colorado 
favorecidos por la condición de estrés, se procedió a realizar una validación del estudio por 
medio de PCR en tiempo real (qPCR). 
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Figura 6: Vías de señalización favorecidas por el protocolo de estrés por manejo. El análisis de 
enriquecimiento ontológico fue realizado a través de la herramienta DAVID, el cual generó las vías 
de señalización por medio de KEGG a través de los GED negativas. (A) Subfamilia de quimioquinas 
CXC. (B) Subfamilia de quimioquinas CC. (C) Vía de señalización del receptor del tipo NOD. Los 
rectángulos verdes corresponden a los genes que poseen una sobre-expresión (FDR < 0,05 y nivel de 
expresión > 2X) en el transcriptoma de riñón anterior de G.chilensis. 
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4.5. Estimación del nivel de certeza del análisis de expresión diferencial in silico 
(RNA-seq) por medio de qPCR 
Con el fin de validar la expresión diferencial reportada por el análisis de RNA-seq en la 
condición de estrés, se seleccionaron 10 genes relacionados con la inmunidad del congrio 
colorado (Tabla 6) y se evaluó su nivel de expresión mediante qPCR.  
El análisis de RNA-seq reporto que 9 de los 10 genes poseían una expresión diferencial 
positiva (irf1, igf1, cebpd, ccl2, ccl20, ccl44, cxc10, ir8a e ir8b), mientras que el gen restante 
(tnf-a) no muestra cambios importantes en su nivel de expresión con respecto a la condición 
control (veces de cambio = 1,37) y no posee una robustez estadística (FDR = 1).  
Al evaluar los genes candidatos por qPCR, se observó que 8 genes (cebpd, ccl2, ccl20, 
ccl44, cxc10, ir8a e ir8b, tnf-a) poseen una expresión relativa superior a 2X, mientras que 
irf1 (Figura 7A) no mostró cambios representativos en comparación a la condición control e 
igf1 (Figura 7B) disminuyó su nivel de expresión en la condición de estrés (Figura 7).  
Al comparar los niveles de expresión detectados por qPCR y el RNA-seq (Figura 8) se 
determinó que 9 de los 10 los genes candidatos (irf1, cebpd, ccl2, ccl20, ccl44, cxc10, ir8a e 
ir8b, tnf-a) presentaron una correlación en el sentido de la expresión (positiva). Además, 7 
de esos 9 genes (cebpd, ccl2, ccl20, ccl44, cxc10, ir8a e ir8b) mostraron una correlación en 
el nivel de expresión (expresión relativa > 2X), por lo tanto, el nivel de certeza asociado al 
estudio es aproximadamente de un 80%.  
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Tabla 6: Genes candidatos relacionados con la inmunidad del congrio colorado. 
Gen Gen ID Contig Función según Uniprot/NCBI 
Factor regulador de interferón 1 irf1 
Kidney-
contig7199 
Encargado de la regulación de IFN y genes de IFN-
inducible, la respuesta del huésped a las infecciones virales 
y bacterianas, la regulación de muchos genes expresados 
durante la hematopoyesis, la inflamación, la proliferación y 
diferenciación celular y la inducción de la detención del 
crecimiento y activar muerte celular programada después de 
daño en el ADN. Estimula múltiples respuestas inmunes 
innatas y adquiridas a través de la activación de genes. 
Factor de crecimiento tipo 
insulina 1 
igf1 
Kidney-
contig2922 
Desempeña una variedad de funciones en procesos que 
controlan el crecimiento, la diferenciación y la 
reproducción. A nivel celular es capaz de modular el ciclo 
celular, apoptosis, migración celular, proliferación y 
diferenciación 
proteína potenciadora de unión a 
CCAAT 
cebpd 
Kidney-
contig1075 
Importante factor de transcripción que regula la expresión 
de genes implicados en las respuestas inmunes e 
inflamatorias. Activador transcripcional que potencia la 
transcripción il-6. También juegan un papel importante en 
respuestas a los estímulos o señales de estrés, tales como 
citoquinas.  
Quimioquina (motivo CC) 20 ccl20 
Kidney-
contig4043-
e2 
Actúa como un quimioatractante de linfocitos y, levemente, 
de neutrófilos pero no monocitos. Puede estar implicado en 
la formación y función de los tejidos linfoides en la mucosa 
mediante la atracción de linfocitos y células dendríticas 
hacia las células epiteliales. 
Quimioquina (motivo CC) 44 ccl44 
Kidney-
contig4371 
Proteína involucrada en la respuesta inflamatoria y en la 
quimioatracción de linfocitos, monocitos y neutrófilos. 
Quimioquina (motivo CC) 2 ccl2 
Kidney-
contig11544 
Factor capaz de atraer químicamente a monocitos y 
basófilos, pero no neutrófilos o eosinófilos. Aumenta la 
actividad anti-tumor de los monocitos.  
Quimioquina (motivo CXC) 10 cxcl10 
Kidney-
contig3216 
Proteína involucrada en la respuesta inflamatoria, en la 
quimiotaxis de monocitos y células T. También está 
comprometida en la respuesta a lipopolisacarido y virus 
Receptor de interlequina 8a ir8a 
Kidney-
contig23418 
También es conocido como cxcr1. El receptor de 
interleuquina 8, es un potente quimioatractante de 
neutrófilos. La unión de IL-8 al receptor provoca la 
activación de los neutrófilos. Este receptor se une a IL-8 con 
una alta afinidad y a MGSA (GRO) con una baja afinidad. 
Receptor de interlequina 8a ir8b 
Kidney-
contig20870-
e1 
También es conocido como cxcr2 y tiene la misma función 
que cxcr1. Sin embargo, este receptor se une con alta 
afinidad a IL-8, CXCR3, MGSA (GRO) y NAP-2. 
Factor de necrosis tumoral α tnf-α 
Kidney-
contig26477 
Esta citoquina junto con il-1 estimula la producción de 
múltiples citoquinas, causando un efecto de cascada con 
funciones de modulación y amplificación de la respuesta 
inflamatoria. También estimulan la síntesis de moléculas de 
adhesión endotelial, que favorecen la adhesión de los 
neutrófilos circulantes. Además, también inducen la síntesis 
de IL-8. 
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Figura 7: Evaluación de los genes candidatos por RT-qPCR. Se escogieron al azar nueve genes relacionados 
con la inmunidad del congrio colorado que mostraban una sobre expresión (FDR < 0,05 y un nivel de expresión 
> 2x) en el transcriptoma de riñón anterior. Estos corresponden a: A) irf1, B) igf1, C) cebpd, D) ccl2, E) ccl20, 
F) ccl44, G) cxcl10, H) ilr8a e I) irl8. Además, se evaluó el gen de interés tnf-a (I) el cual no poseía un cambio 
importante en su nivel de expresión con respecto a la condición control (nivel de expresión < 2x) ni tampoco 
robustez estadística (FDR > 0,05). La condición control y la de estrés por manejo están representadas por barras 
grises y negras respectivamente (n=2), ambas barras cuentan con el error estándar de la medición. 
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Figura 8: Validación de la sobre expresión de los genes candidatos en la condición de estrés por manejo. 
Los niveles de expresión de los 10 candidatos fueron medidos por RNA-seq y corroborada por qPCR, los cuales 
están indicados por las barras grises y negras respectivamente (n=2). La barra de qPCR cuenta con el error 
estándar de la medición. 
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5. DISCUSIÓN 
El cultivo intensivo del congrio colorado (Genypterus chilensis), especie endémica, ha 
sido propuesto para la diversificación del mercado acuícola chileno, con el propósito de 
disminuir nuestra dependencia por el cultivo de salmónidos, los que conforman más del 95% 
de las exportaciones totales. Sin embargo, el desarrollar un cultivo intensivo implica lidiar 
con el estrés que generan las condiciones de cultivo (Davis, 2009), siendo el estrés por 
manejo uno de los más comunes en este rubro. 
Actualmente sabemos que uno de los procesos biológicos más afectados por el estrés es 
el sistema inmune, clave para la exitosa supervivencia del animal y cuyo principal órgano 
corresponde al riñón anterior (Nardocci et al., 2014). Se ha reportado que distintos tipos de 
estrés, pueden afectar de diversas formas la inmunidad de los teleósteos, sin embargo, aún 
existen interrogantes respecto cómo el estrés puede afectar a la inmunidad de peces, y más 
aún en congrio colorado. 
De acuerdo a la literatura, hasta ahora la información biológica relacionada con este 
animal es escasa, y aunque el primer transcriptoma de referencia para esta especie fue 
previamente anotado, no se obtuvo información significativa relacionada con su inmunidad 
(Aedo et al., 2014) (Aedo et al., 2015). Es por esto que en el presente trabajo se propuso 
generar por primera vez el transcriptoma de riñón anterior de congrio colorado (Genypterus 
chilensis) mediante RNA-Seq, para estudiar cómo el estrés por manejo podría afectar la 
expresión de genes relacionados con su inmunidad. 
Se generó el transcriptoma de referencia de riñón anterior de congrio colorado, 
conformado por 86.840 contigs (Tabla 3), de los cuales se logró anotar el 42,8% (Figura 1). 
Uno de los principales motivos de por qué no se alcanza anotar la totalidad de contigs 
ensamblados, es por la falta de información genética de especies piscícolas no modelos 
almacenadas en las bases de datos públicas, en especial de peces relacionados 
filogenéticamente con congrio colorado. Además, se debe tener en cuenta que existe una gran 
distancia genética entre algunas especies de peces con respecto a lo que ocurre en otros 
eucariontes (Johns y Avise, 1998). A pesar de esto, el porcentaje de anotación obtenido es 
similar al observado en otros estudios transcriptómicos en peces de importancia comercial 
no modelos como corvina amarilla (Mu et al., 2010), róbalo japonés (Xiang et al., 2010), 
trucha arcoíris (Palstra et al., 2013) y congrio colorado (Aedo et al., 2014). 
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Al analizar la información generada a través de las categorías GO de forma general (nivel 
2), se observó que los procesos biológicos presentes en mayor proporción fueron los 
siguientes: procesos celulares, procesos de un organismo único, procesos metabólicos, 
desarrollo y respuesta a estímulos. Como el riñón anterior es uno de los principales órganos 
inmunitarios de los teleósteos (Takashi et al., 2008), también fue posible observar el proceso 
del sistema inmune (Figura 2A). Con respecto a las categorías de componente celular y 
función molecular, la mayoría de los transcritos se encuentran asociados en componente 
célula, organelo, funciones de unión y actividad catalítica, respectivamente (Figura 2B y 2C). 
Estos procesos biológicos, componentes celulares y funciones moleculares son las más 
comunes, exceptuando procesos de respuesta a estímulos y sistema inmune ya que 
corresponden a una condición y tejido especifico (Pascovici et al., 2012). Estos resultados 
concuerdan con otros estudios transcriptómicos de especies no modelos como róbalo japonés 
(Xiang et al., 2010), la corvina amarilla (Mu et al., 2010), la trucha arcoíris (Fox et al., 2014), 
y el mismo congrio colorado (Aedo et al., 2014). 
Posteriormente, el análisis de expresión diferencial permitió identificar 1.094 genes con 
expresión transcripcional diferencial (GED; FDR < 0,05), 578 transcritos estaban sobre-
expresados (nivel de expresión > 2X), mientras que 516 transcritos se encontraban 
reprimidos (nivel de expresión < -2X) por la condición de estrés con respecto a la condición 
control (Figura 3). Al analizar los GED con un nivel de expresión superior a 2X (condición 
de estrés versus la condición control), por medio de un Test Exacto de Fisher (Figura 5A) y 
la herramienta DAVID (Tabla 4) , se observó que se favorecían principalmente 3 procesos 
biológicos: 1) Procesos relacionados con respuesta a estímulos, principalmente 
glucocorticoides (Tabla 4, Grupo 9); 2) Procesos del sistema circulatorio, especialmente la 
diferenciación, morfogénesis y contracción del musculo cardiaco (Tabla 4, Grupo 4), además 
se observó la presencia de procesos relacionados con la homeostasis de distintos iones como 
calcio y hierro (Tabla 4, Grupo 2 y 5); 3) Procesos del sistema inmune, vinculados a respuesta 
inflamatoria, específicamente con el movimiento, quimioatracción y comunicación de 
leucocitos (Tabla 4, Grupos 1, 6 y 7).  
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Una de las razones por la que se puede observar una gran variedad de procesos biológicos, 
que van desde el sistema inmunológico hasta el sistema circulatorio, es debido a que el riñón 
de los teleósteos es un órgano único y complejo, compuesto por elementos hematopoyéticos, 
endócrinos y excretores que participan en la osmoregulación, hematopoyesis, inmunidad, 
metabolismo endócrino y excreción (Matty, 1985). Este órgano se compone de glándulas 
interrenales, células cromafines, folículos tiroideos, y una amplia red vascular y nerviosa 
(Barandica y Tort, 2008).  
Para comprender porque ciertos procesos biológicos se ven favorecidos por la condición 
de estrés por manejo, se debe tener en cuenta que cuando un individuo es sometido a una 
situación de estrés, se afecta el equilibrio interno de éste, el cual responde con una serie de 
respuestas moleculares, fisiológicas y hasta conductuales para enfrentar esta condición y 
poder adaptarse a al estímulo estresor (Aluru y Vijayan, 2009). En teleósteos, una de las 
respuestas principales para lidiar con situaciones de tensión es la secreción de cortisol, el 
glucocorticoide más común y biológicamente activo en peces. El cortisol debe unirse a su 
receptor específico para poder actuar sobre un tejido. En teleósteos, podemos encontrar dos 
tipos de receptores involucrados la señalización del cortisol, los receptores 
mineralocorticoides (MR) y los receptores de glucocorticoides (GR). Generalmente los peces 
poseen un MR y dos isoformas de GR (GR1 y GR2) (Baker et al., 2013). Además, en algunas 
especies existen 2 variantes de splicing de GR1 (GR1a y GR2b) (Bridgham et al., 2006). Ésta 
es una de las razones por lo que la respuesta a estrés es tan variada y especie-específica en 
teleósteos (Aluru y Vijayan, 2009). Entonces, es lógico pensar que uno de los procesos 
biológicos favorecidos en la condición de estrés por manejo sea la respuesta a estímulos por 
hormonas esteroideas (Tabla 4, Grupo 9). 
Por otro lado, la alteración del sistema cardiaco también es una respuesta inherente a un 
estrés agudo. Se ha reportado en peces que, durante estados de alerta generados por un 
estímulo estresor y con la finalidad de luchar o huir, producen una exacerbación del sistema 
circulatorio para producir un aumento de la presión arterial y la frecuencia cardiaca (Adams, 
1990). Un ion muy importante que participa en la contracción muscular es el calcio. Éste 
interviene en la trasmisión del impulso nervioso y por lo tanto es clave para el estado de 
contracción y relajación del musculo cardiaco (Hunn, 1985) y, por lo tanto, es vital mantener 
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el balance de calcio en el cuerpo durante un estado de estrés (Tabla 4, grupo 2 y 5). Además, 
se observó que el estrés por manejo también favorecería la homeostasis de hierro (Tabla 4, 
grupo 2). Se ha demostrado en teleósteos que las catecolaminas, moléculas liberadas durante 
el estímulo estresor, son capaces de aumentar el flujo sanguíneo branquial con el fin de 
incrementar la capacidad de difusión, transporte y tasa de consumo de oxígeno (Pic, 1975) 
con el fin de proporcionar la energía necesaria para adaptarse a la situación de estrés. Para 
éste proceso es fundamental mantener la homeostasis de hierro, debido a que es un elemento 
que forma parte de la hemoglobina, molécula que transporta el oxígeno a través de la sangre 
(Souza y Bonilla-Rodriguez, 2007). 
Otro proceso biológico enriquecido en la condición de estrés por manejo fue el 
relacionado con el sistema inmune, específicamente el movimiento, quimioatracción y 
comunicación de leucocitos. Se ha reportado en teleósteos que durante los estados de alerta 
el cuerpo favorece la respuesta inflamatoria con el fin de evitar infecciones las probables 
heridas sufridas frente al estímulo estresor (Dhabhar et al., 2008). La respuesta inflamatoria 
es una repuesta rápida e inespecífica del sistema inmune de los vertebrados y consiste en un 
aumento en la irrigación sanguínea, seguida de un aumento en la permeabilidad capilar y la 
migración de células inmune como granulocitos y macrófagos de la sangre hacia el tejido 
afectado con el fin de identificar o eliminar al antígeno o cuerpo extraño (Roca et al., 2008). 
Esta migración es estimulada por quimioatractantes producidos por el cuerpo, siendo las 
citoquinas las más importantes, ya que están involucradas desde el inicio de la respuesta de 
defensa inespecífica hasta el término de la respuesta de defensa específica (Secombes et al., 
2001). Al utilizar KEGG por medio de DAVID, se analizó los GED de la condición de estrés 
sobre la condición control, observando que la expresión de citoquinas y sus receptores fue 
enriquecida en ciertas moléculas de la sub-familia de CXC y CC (Figura 6A y 6B 
respectivamente), todas involucradas en respuesta inflamatoria (Tabla 6), lo cual concuerda 
con los efectos que podría producir un estrés agudo (Tort, 2011). También se observó que la 
vía de señalización tipo NOD (Figura 6C) es favorecida por la condición de estrés por 
manejo. Se ha descrito que los receptores tipo NOD en mamíferos pertenecen a un 
subconjunto de receptores de reconocimiento de patrones (RRP), se encuentran en el citosol 
y son esenciales para la detección de patógenos invasores y, por lo tanto, son capaces de dar 
inicio a la respuesta inmune innata (Fritz et al., 2006). Otra vía de señalización que puede 
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verse estimulada por el estrés por manejo es el linaje de células hematopoyéticas el cual 
consiste en el proceso de formación, desarrollo y maduración de los elementos celulares de 
la sangre (eritrocitos, granulocitos y leucocitos) a partir de un precursor celular común. Se 
ha reportado que en mamíferos la sobre-expresión de genes como cd127 y cd7 son necesarios 
para la diferenciación de linfocitos T y el gen cd126 es necesario para la diferenciación de 
macrófagos y neutrófilos.  Además, éstos últimos también se ven favorecidos por il-1, cd1212 
y cd124 los cuales muestran expresión diferencial (KEGG PATHWAY: 
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04640+3815). 
Al analizar los GED con un nivel de expresión inferior a -2X y al comparar la condición 
de estrés versus la condición control, por medio de un Test Exacto de Fisher (Figura 5B) y la 
herramienta DAVID (Tabla 5), se observó que en la condición de estrés se reprimían procesos 
relacionados con el metabolismo, especialmente el catabolismo y la biosíntesis de distintas 
moléculas como nucleótidos y aminoácidos, entre otras. Hoy en día está bien establecido que 
una de las principales respuestas a un estímulo estresor, es el ajuste del metabolismo pues, 
para sobrellevar una situación de estrés se produce un aumento en la demanda energética 
(Aluru y Vijayan, 2009). Cuando los teleósteos son sometidos a estrés secretan cortisol, un 
controlador clave del metabolismo. Uno de los efectos del cortisol es el aumento de los 
niveles circulantes de glucosa en la sangre, principal molécula energética del cerebro y los 
músculos (Mommsen et al., 1999). El cambio significativo en el nivel de glucosa en el plasma 
de congrios colorados sometidos a estrés por manejo ya ha sido reportado por Aedo et al., 
2015. Por otro lado, se ha reportado que en teleósteos como la trucha arcoíris, en periodos de 
estrés, se favorece la gluconeogénesis (Milligan, 2003), proceso encargado de sintetizar 
glucosa a partir de precursores que no son hidratos de carbono (Foretz et al., 2010). Este 
fenómeno en que se prioriza el metabolismo de la glucosa podría explicar por qué el 
metabolismo de algunos aminoácidos y nucleótidos se ven afectados por la condición de 
estrés por manejo (Tabla 5, grupo 3, 4 y 5). Además, la biosíntesis de novo de los nucleótidos 
depende del glutamato y el aspartato (Newsholme, 1999), aminoácidos que también se han 
visto afectados por la condición de estrés por manejo (Tabla 5, grupo 4). Esto podría 
repercutir en gran medida sobre otras rutas metabólicas ya los nucleótidos no sólo son 
monómeros que forman los ácidos nucleicos (DNA y RNA), sino que éstos pueden actuar 
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sobre el metabolismo como segundos mensajeros (AMPc) y factores energéticos (ATP) 
(Demidov, 2001).  
Finalmente, para corroborar el estudio de expresión in silico (RNA-Seq), se realizó una 
validación de la expresión diferencial de algunos genes candidatos bajo la condición de estrés 
por manejo, a través de qPCR (Figura 7). Se seleccionaron 10 genes relacionados con la 
inmunidad del congrio colorado (Tabla 6). Al comparar los niveles de expresión detectados 
por qPCR y el RNA-seq (Figura 8), se determinó que 9 de los 10 genes candidatos mostraron 
una correlación en el sentido de la expresión (positiva) y siete de éstos presentaron una 
correlación en el nivel de expresión, por lo tanto, el nivel de certeza del estudio de expresión 
in silico es de alrededor del 80%, siendo similar a otros trabajos en especies no modelos como 
el pez gato (Li et al., 2012), la trucha arcoíris (Fox et al., 2014) y el mismo congrio colorado 
(Aedo et al., 2015). 
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6. CONCLUSIONES 
 
 Se cumplieron a cabalidad los objetivos propuestos en este trabajo debido a que se 
generó el primer transcriptoma de riñón anterior de G. chilensis por medio de RNA-
Seq, con la finalidad de estudiar el efecto del estrés por manejo sobre la expresión 
de genes asociados a la inmunidad del congrio colorado. El transcriptoma obtenido 
se caracteriza por poseer 86.840 secuencias, de las cuales el 42% posee una anotación 
funcional. Dentro del transcriptoma es posible encontrar 4.900 genes relacionados 
con la GO de sistema inmune del congrio colorado, los cuales hasta la fecha no 
habían sido descritos para esta especie. 
 
 Se confirmó la hipótesis planteada yaqué al determinar la respuesta del congrio 
colorado frente al estímulo de estrés por manejo, se observó un cambio en la 
expresión transcripcional global, la cual está asociada a fomentar ciertos procesos 
relacionados al sistema circulatorio, respuesta a glucocorticoides y la respuesta 
inmune, especialmente respuesta inflamatoria, específicamente el movimiento, 
quimioatracción y comunicación de leucocitos. Otros procesos relacionados con el 
metabolismo, especialmente el catabolismo y la biosíntesis de distintas moléculas 
como nucleótidos y aminoácidos, entre otras, se vieron reprimidos por la condición 
de estrés.  
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 La información generada a partir de los análisis del transcriptoma de riñón anterior 
de congrio colorado, contribuye con importantes hallazgos que enriquecen los 
conocimientos acerca de la respuesta inmune en esta especie endémica de 
importancia comercial. Además nos da indicios de cómo su fisiología es capaz de 
enfrentar al estrés por manejo, una condición inherente de los cultivos acuícolas. Esta 
información se podría utilizada en futuros planes de cultivo de congrio colorado, ya 
sea para seleccionar a base de marcadores moleculares parentales menos sensibles a 
estrés por manejo o más inmunoestimulados, probar drogas que disminuyan de forma 
selectiva una cadena de reacciones adversas causada por estrés o alguna enfermedad 
en peces, entre otras opciones. Esto permitiría mejorar la calidad de vida del G. 
chilensis y optimizar un plan de cultivo, obteniendo mejores rendimientos y 
proyecciones a largo plazo, permitiendo disminuir nuestra dependencia por el cultivo 
de salmónidos, diversificar nuestro mercado y así posicionar a Chile en el mercado 
internacional. 
 
 Como continuidad de este estudio se pretende aprovechar la totalidad del 
transcriptoma obtenido, realizando una segunda anotación transcurrido algún 
tiempo. Debido a que éste tipo de estudio es cada vez más accesible, favoreciendo 
un constante aumento en la generación de información genética de especies no 
modelos y comerciales, lo cual, facilitaría la identificación de secuencias que en el 
actual trabajo no tuvieron una anotación funcional. 
 
 Finalmente, para complementar el transcriptoma de referencia de congrio colorado 
con secuencias de genes involucrados en sistema inmune y así lograr comprender de 
manera más completa los mecanismos de acción de éste, se plantea una futura 
evaluación de la respuesta transcriptómica del riñón anterior del G. chilensis luego 
de ser desafiado con distintos patógenos, ya sean virales, bacterias intracelulares o 
extracelulares, ya que son capaces de activar distintas respuestas defensivas del 
sistema inmunológico. 
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8. ANEXO 
 
Tabla A1: Evaluación de la integridad del RNA. Se evaluaron las muestras de RNA aisladas 
de riñón anterior de 2 peces distintos por condición (estrés por manejo y control). El análisis 
se realizó por electroforesis capilar en el equipo Fragment Analyzer de AATI (Advanced 
Analytical Technologies, INC) y medido en RQN (RNA Quality Number). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Muestra Integridad RQN 
Congrio Estresado 1 9,6 
Congrio Estresado 2 8,0 
Congrio Control 3 8,4 
Congrio Control 4 6,7 
